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И ЭФФЕКТИВНОСТИ КРИОКОНСЕРВАЦИИ 


Изучение механизмов криоповрежде- 
ний и криозащиты а также эффективности 
криоконсервации является основной про- 
блемой криобиологии (Белоус, Грищенко, 
1994). Основными способами защиты кле- 
ток от воздействия повреждающих факто- 
ров являются использование для каждого 
типа объекта оптимальных скоростей ох- 
лаждения-оттаивания, создание криоза- 
щитных сред, применение криопротекто- 
ров (криозащитныхвешеств). 


Как известно, криопротекторы взаи- 
модействуют с молекулами воды, солями и 
с компонентами мембран, тем самым ока- 
зывая влияние на процессы кристаллиза- 
ции. Их применяют в составе криозащит- 
ных сред. При добавлении этих сред к кле- 
точным суспензиям физико-химические 
свойства вне- и внутриклеточных раство- 
ров изменяются так, что последующие из- 
менения при замораживании-отогреве ока- 
зываются менее губительными для клет- 
ки. Однако вещества, используемые в ка- 
честве криопротекторов, могут оказывать 
и токсическое действие на биологические 
объекты. Токсический эффект зависит от 
морфо-функциональных и физико-хими- 
ческих свойств клеток и клеточных сис- 
тем, от свойств криозащитного агента, его 
концентрации, температурного режима и 
длительности контакта с клеткой, и др. 


В настоящее время общепризнано, что 
основной мишенью действия повреждаю- 
щих и защитных факторов, сопровожда- 
ющих процесс криоконсервации, является 
клеточная мембрана (Белоус и др., 1987). 
Нейроны и нервы позвоночных и беспоз- 
воночных животных благодаря свойствам 
клеточных мембран и хорошо отлажен- 
ным способам регистрации электрофизи- 
ологических параметров, могут быть ис- 
пользованы для изучения механизма дейс- 
твия криопротекторов, низких и сверхниз- 
ких температур. В связи с этим органоти- 
пическая, тканевая и клеточная нейро- 
налъные культуры ш уЙго представляют 
собой удобную модель для изучения крио- 
консервации на свойства клеточных мем- 
бран. Большое преимущество клеточных 
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культур заключается также в возможнос- 
ти прижизненного анализа динамики мор- 
фологических и функциональных измене- 
ний клеток под влиянием криозащитных 
сред, холода и замораживания (Гахова и др., 
1989. Кислов, Пластинкин, 1994; Чекурова, 
1994; Ивличева и др., 2004; Сафронова и 
др., 1992; Мякишева и др., 2001, 2003; Гахо- 
ва, Дмитриева, 2003; РасБиз1л е{ а1., 2006). 

Так, на изолированных нейронах пре- 
сноводного моллюска Гушпаеа 5аррай$ Г.. 
при изучении последствий криоконсерва- 
ции нами было показано, что через 30 ми- 
нут после оттаивания наблюдались низкие 
значения мембранного потенциала (МП), 
входного сопротивления (ВВХ) И отсутс- 
твие возбудимости нейрональной мембра- 
ны. Через 2-3 часа культивирования элект- 
рические характеристики нейронов восста- 
навливались практически до исходных зна- 
чений. Эти данные свидетельствовали как о 
наличии повреждений на уровне клеточных 
мембран вследствие замораживания, так и 
происходящих после оттаивания репараци- 
онных процессах и нормализации работы 
ионных насосов, поддерживающих ионные 
градиенты между клеткой и средой (Гахова 
идр., 1989; баКоуа е{ а1., 1998). Высокий ос- 
мотический градиент, возникающий при от- 
таивании клеток и отмывании криоггротек- 
тора, является важным фактором криопов- 
реждений. Моделирование этого процесса 
путем внутриклеточной перфузии раство- 
ров криопротекторов показало, что высо- 
кий осмотический градиент нарушает связь 
между цитоскелетом и клеточной мембра- 
ной (К1Зоу е{ а|., 2000). Методом культу- 
ры ш уйго нами было показано, что нейро- 
ны, выделенные из криоконсервированно- 
го мозга моллюска, сохраняют способность 
формировать нейриты и образуют нейро- 
нальные сети, подобные тем, что формиру- 
ют нейроны, не прошедшие криоконсерва- 
цию (Ивличева и др., 2004). 


Другим, на наш взгляд, удобным объ- 
ектом исследований в крионейробиоло- 
гии может быть нейробластома, которая 
относится к числу наиболее часто встре- 
чающихся форм злокачественных ново- 
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образований. Важно отметить, что куль- 
тивируемые клетки нейробластомы при 
воздействии деполяризующих агентов ге- 
нерируют потенциалы действия, т.е. сохра- 
няют основную особенность нервных кле- 
ток - возбудимость клеточной мембраны. 
Основное достоинство клеток нейроблас- 
томы, как модели для изучения механизма 
действия криопротекторов и последствий 
криоконсервации, заключается в возмож- 
ности их прижизненного анализа. Основ- 
ными маркерными признаками являют- 
ся морфология клетки (наличие у нее спе- 
цифических нервных отростков), высокая 
активность ферментов, участвующих в ме- 
таболизме нейромедиаторов, электричес- 
кая возбудимость мембраны. 


Изучение влияния криопротекторов на 
клеточные мембраны с использованием 
перевиваемых нейрональных культур мо- 
жет позволить выявить не только криоза- 
щитный эффект, но и их возможное токси- 
ческое, или стимулирующее действие. 

Так например, в клетках нейробласто- 
мы некоторых перевиваемых линий мы- 
шей наиболее часто используемый крио- 
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протектор ДМСО избирательно изменя- 
ет показатели электрофизиологической 
и морфологической дифференцировки. 
При использовании ДМСО в концентра- 
ции до 2% наблюдается индукция роста от- 
ростков (КпиШ её а|., 1976) и значительное 
уменьшение пролиферативной активности, 
измеренной по включению ЗН-тимидина в 
ядра клеток (Сафронова и др., 1992). ДМ- 
СО может оказывать существенное влия- 
ние и на электрические параметры нейро- 
нальной мембраны. Так, Сафроновой и др. 
(1992) методом пэтч-клямпа было показа- 
но, что ДМСО в концентрации 2% сущест- 
венно влияет на значение мембранного по- 
тенциала, усиливает возбудимость мембра- 
ны и стимулирует появление новых актив- 
ных типов Са-переносятцих путей. 


Таким образом, использование нервной 
клетки в качестве модели в сочетании с 
электрофизиологическими методами и ме- 
тодом культуры Ш уйго позволит получать 
результаты, на основании которых мож- 
но будет сделать вывод об эффективнос- 
ти криоконсервации и защитных свойствах 
применяемых криопротекторов. 
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